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論文の内容の要旨
（目的）
　壁細胞の胃型H＋，K＋一ATPase（プロトポンプ）は胃酸分泌の最終段階を担っており，消化性潰瘍治療におけ
る主要ターゲットのユつである。
　胃型R＋，K＋一ATPaseは壁細胞で構成的に多量に発現しており，その発現は実質的に壁細胞特異的とみなす
ことができる。この酵素はα一サブユニットおよびβ一サブユニットからなり，α一サブユニットはイオントラン
スポートを担っている。本研究は，壁細胞における胃型H＋，K＋一ATPaseα一サブユニットの構成的発現機構の
特徴を明らかにすることを目的として行った。
（対象と方法）
　イヌ初代培養壁細胞を用いて，H＋，K＋一ATPase遺伝子の転写活性を測定する系を確立し，この系を用いて
細胞特異的転写に関与するシス因子およびこれに結合する転写因子の同定を行った。
　クローニングされたH＋，K＋一ATPaseα一サブユニット遺伝子の上流制御部分を用い，レポーター遺伝子アッ
セイ法を用いて本遺伝子の転写活性を測定する系の確立を試みた。しかしながら，本遺伝子を内因性に発現する
継代細胞株が存在しないため，レポーター遺伝子導入実験には初代培養壁細胞を用いた。細胞の脱分化を最小限
にするため培養には無血清培地を用い，DMSO添加，高細胞密度，プレートの特殊コーティングなど培養条件を
最適化した。さらにリポゾームによる高効率トランスフェクション法にルシフェラーゼアッセイを組み合わせ，
極めて高感度の転写測定系を確立した。この系を用いてH＋，K＋一ATPase遺伝子の基礎転写活性を測定した。
　イヌH＋，K＋一ATPaseα一サブユニット遺伝子の転写開始点をRNaseプロテクション法およびプライマー伸長
法で同定した。ついで上流制御部分を様々な長さに切断し，ルーシフェラーゼ発現ベクターにサブクローニング
し，初代培養細胞にトランスフェクションし転写活性を測定した。
（結果と考察）
　H＋，K＋一ATPaseα一サブユニット遺伝子プロモーターの基礎転写活性
　転写開始点を十1とした場合に上流一雀5よゲ54（5’一GCTCCGCCTC－3’）の間に強い転写活性増加を認めた。
これ以外の部分では有意な転写活性増加は検出できなかった。この部分の塩基配列を既知の転写因子の結合コン
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センサス配列と比較したところ，すべての体細胞で著遍的に発現している核転写因子Sp1のコンセンサス配列
（5’一GGGCGG－3’）と約83％の相同性を有していた。次にこの部分に結合する転写因子がSp1であるか否かを確
認するため転写活性を有する部分（一45より一54）を含むDNA断片（一61～一38）を：｛！Pでラベルし，ゲルシフト
ァッセイを行うと，壁細胞由来の核抽出液とこのDNA断片とインキュベートするとDNA一核蛋白質複合体より
なるバンドが出現し，このバンドは非ラベルのSp1コンセンサス配列をもつ過剰量のDNA添加で競合的に消失
した。さらに坑Spi抗体を同時にインキュベートするとDNA一核蛋自質一坑Sp1抗体複合体よりなる分子量の大
きなバンドを生じ，この配列に対するSp1の特異的結合が確認された。以上よりGCボックスに依存した転写活
性がH＋，K㌧ATPaseα一サブユニット遺伝子プロモーター基礎転写活性の大部分を占めること，又胃壁細胞に
おける本酵素の高い発現レベルの維持に重要であることを示唆している。
審査の結果の要旨
　壁細胞のH＋，K＋一ATPaseは胃酸分泌の最終段階を担っており，消化性潰瘍治療における重要なターゲット
のユつである。
　H＋，K＋一ATPase遺伝子はその細胞特異的発現パターンと高い発現量より消化管上皮細胞分化機構研究にお
ける最適なモデル遺伝子の1つであるが，方法論的にはむずかしいので，本研究ではまず初代培養壁細胞を用い
て本遺伝子の転写活性を測定する系を確立した。クローニングされたH＋，K＋一ATPaseα一サブユニット遺伝子
の上流制御部分を用い，レポーター遺伝子アッセイ法を用いて本遺伝子の転写活性を測定する系を確立し，
ATPase遺伝子の基礎転写活性を測定した。
　その結果，GCボックスに依存した転写活性がH＋，K＋一ATPaseα一サブユニット遺伝子プロモーター基礎転写
活性の大部分を占めること，又壁細胞における本酵素の高い発現レベルの維持に重要であることが示唆されたと
しており，価値ある論文である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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